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UTILISATION DE PYRAZOLOPYRIDINES POXJTR LE TRAITEMENT DE DEFICITS COGNITIFS 

Domaine de i'invention 

5 

La prSsente invention conceme le domaine de la biologie, de la g§n6tique et de 
la medecine. Elle oonceme notamment de nouvelles compositions et methodes 
pour le traitement de pathologies neurodegeneratives, et notamment pour 
ameliorer, augmenter ou faciliter la cognition de sujets atteints de pathologies 

10 neurodegeneratives. L'invention repose plus particulierement sur I'utilisation de 
composes de la famille des pyrazolopyridines pour ameiiorer les facultes 
cogn'rtives de sujets atteints de maladie neurodegenerative. L'invention est 
utllisable pour I'amelioration de la condition de sujets atteints de diverses 
pathologies neurodegeneratives, et tout particulierement de la maladie 

15 d'Alzheimer ou de la demence vasculaire. 

Arrifere Plan de Tinvention 



De nombreuses pathologies neurodegeneratives ont ete decrites comme ayant 
20 une composante ou un stade lie au phenomene d'apoptose ou mort cellulaire 
programmee. On peut citer aussi blen les pathologies neurodegeneratives du 
systeme nerveux central (par exemple la Sclerose Laterale Amyotrophique - 
SLA-, la maladie de Parkinson, la maladie d'Alzheimer ou la demence 
vasculaire), que les maladies degeneratives peripheriques, notamment 
25 oculaires. Ces pathologies disposent principalement de traitements 
symptomatlques, notamment de traitements des phenomenes inflammatoires 
associes, mais peu de traitements des causes reelles de ces desordres, en 
raison notamment de la complexite des mecanismes et voles metaboliques 
impliques, et de la diversite des facteurs causatifs. 

30 

La demande Internationale de brevet n"" WO03/016563, deposee par la 
demanderesse, decrit de nouvelles cibles moieculaires de la neurotoxicite ainsi 
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que de nouvelles approches th6rapeutiques pour le traitement des pathologies 
neurodegeneratives. Ces approclies sont bashes sur une modulation de 
I'activite ou de I'expression d'une pliosplTodiest6rase de type 4. 

5 La demande intematlonale n" PCT/FR04/00366. d6pos6e par la demanderesse. 
propose de nouvelles approches de traitement des pathologies d6g6n6ratlves 
oculalres bashes sur une modulation de I'activite ou de I'expression d'une 
phosphodiesterase de type 4. 

10 Les demandes WO01/78709, WO01/81348. WO01/81345 et WO03/045949 se 
rapportent d I'utilisation de pyrazolopyrldines dans le traitement de certains 
evenements associes aux pathologies neurologiques, tels que la fomnation 
d'agregats peptidiques (WO01/78709), la phosphorylation de la proteine TAU 
(WO01/81348) ou le blocage de I'enzyme GSK-3 (WO01/81345 et 

15 WO03/045949). 

Resume de I'inventibn 

La presente demande conceme malntenant de nouvelles strategies 
20 therapeutiques de maladies neurodegeneratives dans lesquelles les fonctions 
cognitives sont alterees, comme observe dans la maladie d'Alzheimer et la 
demence vasculalre. Ces strategies sont basees sur une modulation d'une ou 
plusleurs voles metabollques identifiees par les Inventeurs, qui sont conneiees d 
I'apparition, au developpement et d la progression de I'exdtotoxicite et de 
25 I'apoptose dans les cellules nerveuses, et sont particuli6rement pertinentes 
dans les maladies neurodegeneratives et la fonctlon cognitive. 

La pi^sente demande decoule plus partlculierement de la mise en evidence des 
proprietes avantageuses et remarquables de composes de la famille des 
30 pyrazolopyrldines, dont I'etazolate. pour le traitement des deficits cognitifs, 
notamment ceux induits par la maladie d'Alzheimer et la demence vasculalre. La 
presente demande propose ainsi de nouvelles strategies therapeutiques 
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destinies a traiter ou reduire les troubles cognitifs chez des patients attelnts de 
maladie neurodegenerative. 

De maniere generate, la pr^sente invention conceme done {'utilisation d'un 
compose de la famille des pyrazolopyridines pour le traitement de maladies 
neurodegeneratives, notamment de deficits cognitifs associes aux maladies 
neurodegeneratives. 

Un autre objet de Tinvention reside dans I'utiiisation d'un compose de la famille 
des pyrazolopyridines pour traiter ou amellorer le deficit cognitif chez des sujets 
atteints de patliologie neurodegenerative, notamment de la maladie d'Aizheimer 
ou de la demence vasculaire. 

Un aspect plus general de I'invention conceme egalement Tutilisation d'un 
modulateur du GABA(A) et des radicaux libres pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee au traitement des pathologies 
neurodegeneratives, notamment de la maladie d'Alzheimer et la demence 
vasculaire, ou des troubles ou desordres cognitifs chez les patients atteints de 
teiies pathologies. 

Un objet particulier de Tlnvention reside dans rutllisation d'un compose de la 
famille des pyrazolopyridines pour la preparation d'une composition 
phanmaceutique destinee au traitement des deficits cognitifs chez les patients 
atteints de maladie neurodegenerative. 

Un autre objet de I'invention reside dans une methode pour augmenter la 
cognition ou la perception cognitive chez des patients atteints de maladie 
neurodegenerative, comprenant Tadmlnistration a un sujet d'un compose tel que 
defini ci-avant. Avantageusement. la methode de I'invention permet en outre 
d'inhiber ou reduire I'excltotoxicite neuronale lors des maladies 
neurodegeneratives. 
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Sans vouloir etre Ii6 par un m6canisme d'action, il apparalt que I'action 
b6nefique inattendue et avantageuse des composes selon I'invention sur les 
d6sordres cognltifs pulsse s'expllquer par un double impact au niveau du 
r^cepteur GABA(A) et de la mitociiondrie. En effet. la pr6sente invention d6crlt 
I'identification, dans le cerveau de sujets pathologiques, de trois 6v6nements 
mol6culaires originaux caract§ris6s par une alteration de I'expression de 
I'ARNm de la PDE4. de AKAP1 et de GABA(A)RAPL1 . Ces 6v6nements sont 
corr6l§s dans le temps avec le phSnom^ne d'excitotoxicit6 et/ou de mort 
neuronale. et d6montrent I'existence d'alt6ratlons de la signalisation GABA en 
relation avec des troubles cognitifs. Ainsi notamment, la pr6sente invention 
revile I'existence d'alt^rations d'eplssage de I'ARNm codant pour la sous-unrt6 
epsilon du recepteur GABA(A) entre des ARNm extraits de cortex prefrontal de 
patients atteints de la maladie d'Alzhelmer d'une part et des ARNm extraits de la 
m§me region de cerveau d'individus contrSles ayant le m§me §ge, d'autre part. 
Cette decouverte est particuli^rement Int6ressante puisque cette prot6ine est 
impliqu6e dans ta presentation et la desensibilisation du r6cepteur GABA(A), et 
que le viellllssement et les processus Ii6s d r§ge sont associes d une 
augmentation de la dur^e n6cessaire d la d6sensibilisation de ce rScepteur 
GABA(A). Ces processus, et notamment les deficits cognitifs, pounralent done 
§tre compens^s par des composes selon I'invention, presentant une action au 
niveau de la vole GABA et des mitochondries. 

La presente invention apporte done des 6l§ments nouveaux et essentiels d 
reiection du recepteur GABA{A) comme cible ttierapeutique pour le traitement 
de la maladie d'Alzhelmer et plus g6neralement des d§sordres cognitifs, et 
permet ainsi de rendre compte des effets biologiques et tlierapeutiques 
observes lors de I'utilisation de composes de la famille des pyrazolopyrldines 
dans le traitement de maladies neurodegeneratives, dont la maladie d'Alzlieimer 
et la demence vasculaire, et plus partlcullerement pour traitor les desordres 
cognitifs. Les resultats present6s dans les exemples lllustrent notamment 
I'efficaclte de tels composes d ameilorer les capacit6s de memorisation des 
animaux dans une situation aversive. 
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Description d6taill6e de rinvention 

L'excitotoxicitS et I'apoptose sont les deux causes principales de la mort 
5 neuronale. Les muKiples voies de Tapoptose 6manent de la mitochondrie, et un 
des points crudaux pour I'apparition de I'apoptose est, par exemple, I'ouverture 
du pore mitochondrial de transition (MPTP). La surproducHon de radicaux llbres 
(ROS), due au dysfoncUonnement de la mitochondrie, d6s§qullibre la regulation 
de I'apoptose et induit ainsi une augmentation de la vuln6rabillt6 des neurones d 
10 rexcitotoxicite. 

Ces deux ph6nomenes, la surproduction des radicaux libres et rexcitotoxicite, 
sont impliqu6s dans le mecanisme pathologique entrainant ia mort neuronale 
due d I'age et les maladies neurodegeneratives teiles que la maladie 

15 d'Alzheimer, la dSmence vasculaire, ia maladie de Pailclnson et la SLA. En effet, 
II a ete d^montrd que les radicaux libres sont au moins en partie responsables 
des deficiences des cerveaux SgSs. Le stress oxydatif a 6te impliquS dans la 
progression de ia maladie d'Alzheimer, de la dSmence vasculaire. de la maladie 
de Parldnson et de la SLA. Le stress oxydatif est le resultat d'un dSrdglement de 

20 I'homeostasie entre les pro-oxydants et les anti-oxydants. qui conduit d la 
generation de radicaux libres toxiques. 

Les Inventeurs ont etabli un repertoire des alterations de I'epissage de I'ARN 
dans le cerveau d'animaux modeles de SLA §ges de 60 jours, qui a 6te realise 

25 par criblage differential quaiitatif selon la technique DATAS (decrite dans la 
demande n** WO99/46403). Ce repertoire a ete construit ^ partir d'ARN extraits 
d'echantillons de cerveau et de moelle epiniere, sans Isolement pr6alable des 
neurones, afin de prendre en compte un maximum d'evenements d'epissages 
altematifs lies au developpement de la pathologie. Le repertoire ainsi produit 

30 contient plus de 200 sequences distinctes, impliquant des acteurs clefs du 
phenomene d'excltotoxicite, tels que les canaux potassiques et le recepteur 
NMDA. La specificite des sequences qui constituent ce repertoire est attestee 
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par le fait que la meme analyse differentlelle qualitative de Texpresslon 
gSnetique realis^e sur des animaux ag§s de 90 jours aboutit d un repertoire 
different, dont sent absents notamment les diff^rents marqueurs de 
rexcitotoxicitS. L'analyse des modifications d'Spissage confinne que les 
5 evenements moleculaires sont differents selon le stade de la pathologie. 

De maniSre particulidrement int§ressante et inattendue, la realisation de DATAS 
sur des ARN d'anlmaux contrdles et transgeniques dgds de 60 Jours a permis 
d'isoler un fragment d'ADNc d6riv6 de i'ARNm de la phosphodiesterase 4B, de 
10 la proteine AKAP1 ("A Kinase Anchoring Protein") et de la prot^ine 
GABA(A)RAPL1 ("GABA(A) Receptor Associated Protein Like 1"). 

La proteine PDE4B, capable d'hydrolyser TAMPc, est impliquee dans la 
regulation de la concentration intracellulaire d'AMPc. La proteine AKAP1 ancre 
15 la sous-unite regulatrice de la proteine Icinase A (activee par I'AMPc) a la 
membrane mitochondriale et r6gule Tactivite du pore de transition mitochondrial. 
Les resultats obtenus montrent une expression plus prononcSe de PDE4B dans 
les tissus nerveux pathologiques, Ii6e d une modification structurale de TARN 
connespondant, notamment a la deletion d'une region dans la partie 3' non- 
20 codante. Ce rSsultat est tout A fait compatible avec la presence de sequences 
de d^stabilisation des ARNm dans la sequence identifiee par DATAS. La 
d§l6tion de ces sequences de d§stabilisation de TARNm de la PDE4B, par 
epissage ou par utilisation de sequences de polyadenylation altematives, peut 
aboutir a une stabilisation, done a une augmentation de I'expression, de la partie 
25 codante de cet ARN. Get evenement se produit speclflquement dans le cerveau 
des sujets pathologiques et non dans les sujets contrdles. 

L'identification d'un fragment d§riv6 de AKAP1 d6montre par allleurs 
rimplication de cette proteine dans le d^veloppement des processus 
30 d'excitotoxicit§ et de mort neuronale. AKAP1 Interagit avec la sous-unit6 
r§gulatrice de la proteine kinase A et avec le rScepteur p6riph§rlque aux 
benzodiazepines (PBR), qui participe k la regulation de Touverture du pore 
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mftochondrial de transition, ouverture qui caract§rise I'execution de I'apoptose. 
Par cons6quent {'invention suggdre que AKAP1 r6gule I'intervention du PBR 
dans les phenomdnes de mort celiuiaire tels que la mort neuronale. 

5 L'identiflcation d'un fragment derive de GABA(A)RAPL1 souligne une 
der6guiation de la signalisatlon d6pendante du r§cepteur GABA(A). Cette 
obsen^ation est tout d fait compatible avec I'importance du neurotransmetteur 
comme inhibiteur de transmission synaptique, notamment par son interaction 
avec Is recepteur GABA(A). Cette inhibition permet de prot6ger les neurones 

10 centre une excitation soutenue qui poun-ait conduire a la mort neuronale par 
excitotoxicite. Nos travaux indiquent done une alteration de ce niveau de 
regulation, Impliqu6s dans la pr6sentation et la d^sensibilisation du r6cepteur 
GABA(A). 

15 Plus particulidrement, la d6couverte rapport6e dans la pr^sente invention illustre 
I'existence d'alt6ratlons de la signalisatlon GABA en relation avec des troubles 
cogniflfe. La pr^sente invention r6v6le aussi I'existence d'alt§ratlons d'6pissage 
de I'ARNm codant pour la sous-unit§ epsilon du r6cepteur GABA(A) entre des 
ARNm extraits de cortex prefrontal de patients attaints de la maladle 

20 d'Alzheimer d'une part et des ARNm extraits de la m§me region de cerveau 
d'indlvidus contrdles ayant le mgme Sge, d'autre part. Aucune anomalie de cette 
sous-unite n'avait jamais 6te rapportee jusqu'^ pr6sent en pathologle humalne. 

La pr§sente invention pennet done de proposer de nouvelles strategies 
25 therapeutiques des desordres cognitifs, basees sur une modulation de ces voles 
mStaboliques, qui sent correlees ^ I'apparition. au d§veloppement et a ia 
progression de I'excitotoxiclte et de I'apoptose dans les cellules nerveuses, et 
sent particuli§rement pertinentes dans les maladies neurodegeneratives et la 
IbncUon cognitive. 

30 

Comme indique precedemment. la presente Invention conceme de maniere 
generate rutillsation d'un compose de la famllle des pyrazolopyridines pour le 
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traitement de maladies neurodegeneratives (y comprls la d6mence vasculalre), 
notamment de deficits cognitifs associes aux maladies neurodegeneratives. 

La pr6sent6 demande documente ies proprietes avantageuses et remarquables 
5 de composes de la famllle des pyrazolopyridlnes, dont retazolate, pour le 
traitement des deficits cognitifs, notamment ceux induits par la maladie 
d'Alzhelmer et la demence vasculalre. 

Dans le contexte de IMnvention, le terme « traitement » designe le traitement 
10 preventif, curatif, palllatif, ainsi que la prise en charge des patients (reduction de 
la souffrance, amelioration de la duree de vie, ralentlssement de la progression 
de la maladie, amelioration de la survie des neurones, protection des neurones 
centre Texcitotoxicite ou Tapoptose, etc.), etc. Le traitement peut en outre etre 
realise en combinaison avec d'autres agents ou traitements, notamment 
15 adressant Ies evenements tardifs de la pathologie, tels que des inhlbiteurs de 
caspases ou autres composes actifs. 

Ulnventlon est particulierement adaptee au traitement des deficits cognitifs chez 
Ies sujets, c'est-d-dire a la reduction de ces effets et/ou a rameiioration de la 
20 perception cognitive chez Ies patients. 

Au sens de I'lnvention, un compose (ou ligand) de la famllle des 
pyrazolopyridlnes designe avantageusement tout compose de formule (I) 
suivante, qui peut etre substitue ou non, sur Tune quelconque des positions. 



Les composes de la famllle des pyrazolopyridlnes utilises dans la presente 
invention sent en partlculler choisis parmi les composes sulvants : 



25 
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- L'6tazoiate de formule (II) suivante : 



CHg-CH^ 




O 



(II) 



I'Stazolate constituant un mode de mise en ceuvre pref6r6 de I'lnventlon, 

- Ester 6thylique de I'acide 4-butylamlno-1-ethyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
f))pyridine-5-carboxyIique (tracazolate). 

- Ester 6thylique de I'acide 4-butylamlno-1-ethyHH-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5- 
carboxylique, 

- 1 -(4-amino-pyrazolo[3,4-dlpyridIn-1 -yl)-p-D-1 -deoxy-ribofuranose 

- Ester ethyllque de I'acide 1-etliyl-4-(N'-isopropylidene-hydrazlno)-1H- 
pyrazolo[3,4-6]pyridlne-5-carboxylique (SQ 20009), 

- 4-amino-6-metliyl-1-/7-pentyI-1 H-pyrazolo[3,4-fa]pyridine 

- Ester 6tliylique de I'acide 4-Am!no-1-ethyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3.4-b]pyridine- 
5-carboxylique (desbutyl tracacolate), 

- 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxamlde, 

- Ester 6thylique de I'acide 1-ethyl-6-methyl-4-methylamino-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

- Ester ethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-propyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridlne-5-carboxyIique, 

- Ester 6thylique de I'acide 1-ethyl-4-ethylamino-6-methyl-1 W-pyrazolo[3,4- 
Jb]pyridine-5-carboxylique, 

- Ester 6thylique de I'acide 4-amino-1-butyl-6-methyl-1H-pyrazok)[3,4-i)]pyridine- 
5-carboxylique. 

- 5-(4-amlno-pyrazDlo[3,4-b]pyridin-1 -yl)-2-hydroxymethyl-tetrahydro-furan-3-ol, 
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- ester allylique de I'acide 1-allyl-4-amino-6-methyl-1H-pyrazolo(3,4-i)lpyridlne-5- 
carboxylique, 

- acide 4-amlno-6-methyl-1-pentyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-carboxylique. 

- ester 6thylique de I'acide 4-amlno-1-ethyl-3,6-dlmethyl-1H-pyrazolo[3,4- 
fc]pyr!dlne-5-carboxyllque, 

- ester ethylique de I'acide 4-dimethylamlno-1-ethyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
jb]pyrldine-5-carl)0xyllque, 

- ester 6thylique de I'acide 1-ethyl-6-methyl-4-propylamino-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

- ester 6thylique de I'acide 4-annino-1-pentyl-1H-pyrazolo[3.4-blpyrldine-5- 
carboxylique, 

- ester ethylique de I'acide 4-amino-6-methyH-pent-4-ynyl-1H-pyrazolo[3.4- 
<>]pyridine-5-carboxylique. 

- 4-amino-1 -but-3-enyl-1 H-pyrazolo[3,4-/)]pyridine-5-allylamide, 

- 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-isopropylamide, 

- 4-amino-1 -pentyl-N-n-propyl-1 H-pyrazolo-[3,4-£)]pyridine-5-carboxamide, 

- ester allylique de I'acide 4-amino-1-butyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-/)]pyridine- 
5-carboxylique, 

- ester etliylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-3-ynyl-1H-pyrazolo[3,4- 
/>]pyridine-5-carboxylique, 

- 4-amlno-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3.4-f)]pyridine-5-prop-2-ynylamide 

- ester allylique de I'acide 4-amino-1-(3-methyl-butyl)-1H-pyrazDlo[3,4- 
()]pyridine-5-carboxylique. 

- 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazoIo[3,4-b]pyridlne-5-N-{2-propenyl)carboxamlde, 

- ester allylique de I'acide 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3.4-6lpyridine-5- 
carboxylique, 

- 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-fc]pyiidlne-5-butylamlde, 

- ester allylique de I'acide 4-amino-1-but-3-ynyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3.4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 
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- ester allyllque de I'acide 4-amlno-1-but-3-enyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridlne-5-carboxylique, 

- 4-amino-6-methyl>1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-£?]pyridine-5-allylamide, 

5 

- ester allylique de I'acide 4-annino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3.4-b]pyridine- 
5-carboxylique, 

- ester allyllque de I'acide 4-amlno-6-methyl-1-(3-methyl-butyl)-1H-pyrazolo[3,4- 
10 /)]pyridlne-5-carboxylique, 

- ester Isobutyllque de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridlne-5-carboxyllque, 

15 - 4-amlno-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridlne-5-butylamlde, 

- ester allylique de i'acide 4-amlno-6-methyl-1-(3-niethyl-but-2-enyl)-1H- 
pyrazolo[3,4-6]pyridlne-5-carboxylique, 

20 - 4-amino-1-pentyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-cyclopropylamlde, 

- ethyl 4-amlno-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-hydroxannate, 

- ester prop-2-ynyllque de I'acide 4-amlno-6-methyl-1 -pentyl-1 Hi3yrazolo[3,4- 
25 b]pyridine-5-carboxyllque, 

- ester allyllque de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pent-4-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
/)]pyridine-5-carboxylique, 

30 - ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pent-4-enyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
f)]pyridine-5-carboxylique, 

- 4-amino-1-pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4-blpyridine-5-propylamide, 

35 - 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-i)]pyrldlne-5-cyclopropylmethyl-amide, 

- ester 2-methyl-allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
5]pyridine-5-carboxylique, 

40 - 4-Amlno-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4-dlpyridine-5-allylamide (IC1 1 90,622). 

- 4-amlno-1-pent-4-ynyl-W-2-propenyl-1 H-pyrazolo[3,4-l)]pyrldine-5- 
carboxamide, 

45 - 4-amino-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-prop-2-ynylamlde, 

- 4-amlno-1-pentyl-1 Ai-pyrazolo[3,4-blpyridine-5-but-2-ynylamide, 
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- ester allylique de I'aclde 4-amino-6-methyl-1-pent-3-ynyl-1H-pyrazolo[3,4- 
fc]pyridine-5-carboxylique, 

- ester allylique de I'acide 4-amino-1-(2-cyclopropyl-ethyl)-6-methyl-1H- 
pyrazolo[3,4-5]pyridine-5-carboxylique. 

- ester allylique de I'acide 4-amlno-1-hex-5-ynyl-6-methyl-1H-pyrazoloI3,4- 
d3pyridlne-5-carboxylique, 

- 4-amlno-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridlne-5-cyclopropylmethyl-amlde, 

- ester but-3-enylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pentyl-1H-pyrazolo[3,4- 
d]pyridine-5-carboxylique. 

- ester cyclopropylmethylique de I'acide 4-annino-6-methyl-1-pentyl-1H- 
pyrazolo[3,4-/)]pyrldine-5-carboxylique, 

- 4-but^amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-d]pyridine-5-allylamlde, 

- ester 2-cyclopropyl-§thyIique de I'acide 4-amlno-6-methyl-1-pentyl-1H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-cart)oxylique, 

- ester cyclopropylmethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-3-ynyl-1H- 
pyrazolo[3,4-d]pyridlne-5-cartx>xylique, 

- ester cyclopropylmethylique de I'acide 4-amlno-6-methyl-1-pent-4-ynyl-1H- 
pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-carl)Oxylique, 

- ester 6thylique de I'acide 4-amino-1-benzyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
/?]pyridine-5-carboxylique, 

- 4-amlno-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-i)]pyrldine-5-benzylamlde, 

- 4-amino-1 -pentyH H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-phenylamlde, 

- ester benzylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
Jb]pyridine-5-carboxylique, 

- 4-Azido-1 -p-D-rlbofuranosylpyrazolo[3,4-ft]pyridlne, 

- 1 -pent-3-ynyl-A/-2-propenyl-4-propionamid6-1 /if-pyrazolo[3,4-to]pyridine-5- 
carboxamide, 

-2-(4-amino-pyrazolo[3,4-fc]pyridin-1-yl)-5-hydroxymethyl-tetrahydro-furan-3,4- 
dlol. 

- 2-(6-methyl-1 H-pyrazolo[3.4-d]pyridln-4-ylamlno)-6thanol, 
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- 3-(6-methyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-ylamino)-propan-1 -ol, 

- ester propyllque de I'aclde 3-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-/)]pyridln-4-ylamino)- 
ac^tique, 

- ester 6thylique de I'acide 2-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-fe]pyridirv4-ylamlno)- 
propionique, 

- ester ethylique de I'aclde 2-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-ylamino)- 
pentanoique, 

- ester ethylique de I'acide 2-(6-methyHH-pyrazolo[3,4-/)]pyridin-4-ylamino)- 
benzoique, 

- ester propyllque de I'acide 3-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyrldin-4-ylamlno)- 
pentanoique, 

- A/-benzylidene-A/'-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3.4-/)]pyridin-4-yl)-hydrazlne, 

- /V-furan-2-ylmethylene-Ar-(3-methyl-1-phenyl-1 H-pyrazDlo[3,4-/>]pyridin-4-yI)- 
hydrazine, 

- W-(4-fluoro-benzylidene)-A/'-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-)t)]pyridin-4-yl)- 
hydrazine, 

- /V-(3-f uran-2-yl-allylidene)-Ar-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4- 
yl)-hydrazine, 

- AA-(4-methoxy-benzylidene)-Af-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-i)]pyridin-4- 
yl)-hydrazine, 

- 4-[(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazoloI3,4-6]pyridln-4-yl)-hydrazonomethyll- 
benzonitrile, 

- /V-benzo[1 ,3]dloxol-5-ylmethylene-Ar-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridin-4-yl)-hydrazlne, 

- W-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-61pyridin-4-yl)-Ar-(4-nltro-benzylidene)- 
hydrazlne, 

- N-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-/>]pyrldin-4-yl)-Ar-(2-nltro-benzylldene)- 
hydrazlne, 

- A/-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-/)]pyridin-4-yl)-Ar-(4-trifluoromethyl- 
benzylidene)-hydrazine, 

- A/-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3.4-/>]pyridln-4-yl)-A/'-(5-nltro-furan-2- 
ylmethylene)-hydrazine. 
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- ML(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazoIo[3.4-Jb]pyridin-4-yl)-Ar-(2-trifluoromethyl- 
benzylidene)-hydrazine, 

- A/-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-i)]pyridin-4-yl)-Ar-(6-nltro- 
benzo[1,3]dioxol-5-ylmethylene)-hydrazine, 

- Aclde 4-(3-chloro-4-metho)cy-benzylamino)-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridlne- 
5-carboxylique, 

- 4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3.4-6]pyridlne-5- 
(pyridln-4-ylmethyl)-amlde, 

- 4-(3-chloro-4-methoxy-benzy!amino)-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridlne-5- 
(tetrahydro-furan-2-ylmethyl)-amide, 

- 4-(3-chloro-4-methoxy-benzylannlno)-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-(5- 
hydroxy-pentyl)-amide, 

- 4-(3-chlorD-4-methoxy-benzyIamlno)-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridlne-5-[3- 
(2-oxo-pyrrolldln-1 -yl)-propyll-amide, 

- ester 6thylique de Taclde 4-fe/f-butylamlno-1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-1H- 
pyrazoIo[3,4-/)]pyridlne-5-carboxyllque, 

- ester ethyllque de Tacide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-cyclopropylamino-1H- 
pyrazolo[3,4-d]pyridine-5-carboxylique, 

- ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-propylamino-1H- 
pyrazolo[3,4-/)]pyridine-5-carboxyIique, 

- ester ethyllque de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-phenylamino-1H- 
pyrazolo[3,4-/>3pyridine-5-carboxylique, 

- ester ethylique de I'acide 4-butylamino-1-(2-chIoro-2-phenyl-ethyl)-1H- 
pyrazolo[3,4-d]pyridine-5-carboxyHque, 

- ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-(2-ethoxy-ethylamlno)- 
1 W-pyrazolo[3.4-b]pyridlne-5-carboxyllque, 

- ester ethylique de Tackle 4-benzylamlno-1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-1H- 
pyrazolo[3,4-i)lpyridlne-5-carboxyllque, 

- ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-phenethylamino-1H- 
pyrazolo[3,4-fe]pyridine-5-carboxyllque. 
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Les composes peuvent etre sous forme de sel, ester, rac6mique, isomere actif, 
etc. La capacity des composes § proteger les cellules des radlcaux libres peut 
§tre verifi6e In vitro. Un compos6 tout partlculidrement prefer6 est I'^tazolate, le 
tracazolate ou le cartazolate, plus pr§f6rentiellement I'^tazolate. 

5 

La prSsente invention propose ainsi. pour la premidre fbis, une intervention 
thSrapeutique liant une modulation des radlcaux libres et une modulation du 
recepteur GABA(A) comma clble th§rapeutlque pour le traltement des deficits 
cognitife associSs aux maladies neurod^gSndratives. Selon des modes de mise 
10 en oeuvre particuliers, I'lnvention peut etre utilisee pour tralter les deficits 
cognitifs en phase pr^coce de ces maladies. Eile est applicable notamment 
dans le cas de la maladie d'Alzheimer, de la demence vasculaire. de la chor§e 
de Huntington et de la maladie de Parkinson. 

IS Un objet tout particulier de invention reside dans I'utilisation d'un compose 
pyrazolopyridine pour la pr6paration d'un medicament pour traiter le deficit 
cognltif chez les patients attaints de la maladie d'Alzheimer et de la demence 
vasculaire. 

20 Un autre objet de I'lnvention reside dans rutillsation d'un compost 
pyrazolopyridine, notamment I'Stazolate, pour la preparation d'un medicament 
pour tralter I'IschemIe cer6brale. 

Un autre objet de I'lnvention concerne I'utilisation d'un modulateur du GABA(A) 
25 et/ou des radlcaux libres pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
destines au traltement des pathologies neurodegeneratives, notamment de la 
maladie d'Alzheimer et la demence vasculaire, ou des troubles ou desordres 
cognltife chez les patients attelnts de telles pathologies. Le compose modulateur 
utilise peut etre tout compose chlmique, d'origine natureile ou synthetique, 
30 notamment une molecule organlque ou inorganique, d'origine vegetale, 
bacterienne, virale, animate, eucaryote, synthetique ou semi-synthetique, 
capable de moduler {'expression ou Tactivlte des radlcaux libres (ROS). 
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Les composes utilises dans le cadre de la presente invention peuvent etre 
formulas et adminlstr^s de dlfferentes fagons. L'administration peut 6tre reallsSe 
par toute metliode connue de rhomme du metier, de pr6f§rence par voie orale 

5 ou par injection, syst^mique ou locale. L'injection est typiquement r6alis6e par 
voie intra-ocuiaire, intra-p§riton^ale, intra*cSr^brale, intra-veineuse. intra- 
arterielle, sous-cutanee ou Intra-musculaire. Uadministration par voie orale ou 
syst§mique est prefSr^e. Les doses administrees peuvent §tre adaptSes par 
I'homnne de Tart. Typiquement, de 0,01 mg a 100 mg / kg environ sont inject^s, 

10 pour des composes de nature chlmique. Des dosages unitaires particuliers sont 
par exemple de 0,5 S 40 mg par dose adminlstree. II est entendu que des 
injections r6petees peuvent §tre r^alis§es, eventuellement en combinaison avec 
d'autres agents actifs ou tout vehicule acceptable sur le plan pharmaceutique 
(ex., tampons, solutions saline, isotonique, en presence d'agents stabilisants, 

15 etc.)- 

Le vShicule ou excipient acceptable sur le plan pharmaceutique peut Stre choisi 
parmi des solutes tampons, solvents, Hants, stabilisants, emulsifiants, etc. Des 
solutes tampons ou diluent sont notamment le phosphate de calcium, sulfate de 

20 calcium, lactose, cellulose, kaolin, mannitol, chlorure de sodium, amidon, sucre 
en poudre et hydroxy propyl methyl cellulose (HPMC) (pour liberation retard). 
Des Hants sont par exemple Tamidon, la gelatine et des solutes de remplissage 
comme le sucrose, glucose, dextrose, lactose, etc. Des gommes naturelles ou 
synthetiques peuvent aussi etre utilisees, comme notamment Taiginate, la 

25 carboxymethyiceilulose, la methylcellulose, la polyvinyl pyrrolldone, etc. D'autres 
excipients sont par exemple la cellulose et du stearate de magnesium. Des 
agents stabilisants peuvent etre incorpor^s aux formulations, comme par 
exemple des polysaccharides (acacia, agar, acide aiginique, gomme guar et 
tragacanth, la chitine ou ses derives et des §thers de cellulose). Des solvents ou 

30 solutes sont par exemple la solution Ringer, Teau, Teau distilt^e, des tampons 
phosphates, des solutions salines phosphat^es, et autres fluides 
conventionnels. 

i 
i 
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Uinvention est utilisable chez les mammifdres, notamment chez I'etre humain. 
Les r^sultats prSsentSs dans les exemples illustrent refficacite de Tdtazolate d 
amSliorer la viablllte de neurones places en conditions d'excitotoxicit^, de stress 
5 oxydatif ou d'ischemie c^r^brale, et d amSiiorer les capacit§s de memorisation 
des animaux dans une situation aversive. 

Uinvention permet egalement le ddveloppement de tests, kits ou procedes de 
detection, dSplstage ou diagnostic in vitro de ces patiioiogies, bases sur une 
10 determination de la presence d'une deregulation ou d'une alteration dans un 
gene, un messager ou une proteine PDE4 ou, AKAP1 ou encore 
GABA(A)RAPL1 , cliez un sujet. Uinvention fournit egalement des outlls pour ia 
mise en oeuvre de tels tests, notamment des sondes, amorces, cellules, reactifs, 
etc. 

15 

Uinvention foumit Egalement des tests ou proc6d6s pour cribler des molecules 
candidates pour le traltement des maladies neurodSgdndratives, comprenant la 
determination de la capacite des molecules a lier AKAP1, GABA(A)RAPL1, le 
rScepteur GAB(A) et/ou la PDE4, notamment les forme altSr^es de ces genes 
20 ou protdines telles que decrltes ci-avant. 

D'autres aspects et avantages de la presente invention apparaTtront a la lecture 
des exemples qui sulvent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non 
limitatifs. 

25 

LEGENDE DES FIGURES 

Figure 1: Effet neuroprotecteur de I'Stazolate sur la toxicity induite par 
NMDA/serine sur les cellules granulaires du cervelet. 
30 Figure 2: Effet neuroprotecteur de TStazolate sur la toxiclte induite par le kainate 
sur les cellules granulaires du cen/elet. 
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Figure 3: Effet neuroprotecteur de I'etazolate sur la toxicity induite par 
NMDA/serine sur les neurones corticaux. 

Figure 4: EfFet neuroprotecteur de I'etazolate sur la toxlcit§ induite par le kainate 
sur les neurones cx)rticaux. 
s Figure 5 : EfFet neuroprotecteur de i'etazolate sur la toxicity induite par 
NMDA/serine sur les cellules de moelle epinidre ventraie 
Figure 6: EfFet neuroprotecteur de I'etazolate sur la toxiclte induite par le 6- 
hydroxydopamine sur les cellules SH-SY5Y 

Figure 7 : EfFet protecteur de I'etazoiate dans le modeie d'infarctus cerebral 
10 Chez le rat. 

EXEMPLES 

15 Example 1 : Identification de la PPE4. AKAP1 et GABAf A^RAPLI comme 
clbles moleculaires de rexcitotoxlcite 

L'analyse qualitative differentielle a ete efFectuee S partir d'ARN poly adenytes 
(poly A+) extralts d'echantlllons de cerveaux d'animaux cx>n-espondant aux 
20 differents stades. sans isolement prealable des neurones afin de prendre en 
compte un maximum d'evenements d'epissages attematifs lies au 
developpement de la pathologie. 

Les ARN poly A+ sont prepares selon des techniques connues de I'homme de 
25 metier. II peut s'agir en particulier d'un traitement au moyen d'agents 
chaotroplques tels que le thiocyanate de guanidlum suivi d'une extraction des 
ARN totaux au moyen de solvents (phenol, chlorofonne par exemple). De telles 
methodes sont bien connues de I'homme du metier (voir Maniatis et al., 
Chomczynsli et al., Anal. Biochem. 162 (1987) 156), et peuvent etre alsement 
30 pratiquees en utilisant des kits disponibles dans le commerce. A partir de ces 
ARN totaux, les ARN poly A+ sont prepares selon des methodes classiques 
connues de I'homme de metier et proposees par des kits commerciaux. 
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Ces ARN poly A+ servent de matrice d des reactions de transcription inverse d 
I'aide de reverse transcriptase. Avantageusement sent utilis6es des reverse 
transcriptases d^pourvues d'activit^ RNase H qui permettent d'obtenir des 
premiers brins d'ADN compl^mentaire de tailles sup^rieures d ceux obtenus 

5 avec des reverse transcriptases classiques. De telles preparations de reverse 
transcriptases sans activite RNase H sent disponibles commercialement. 
Pour cheque point de ia cin^tique de d^veloppement de la pathologie (30 jours, 
60 jours et 90 jours) les ARN poly A+ ainsi que les ADNc simple brins sont 
pr§par6s d partir des animaux transgeniques (T) et des animaux contrdles 

10 syngeniques (C). 

Conformement a la teclinique DATAS, pour cliaque point de la cin^tlque sont 
r6aiis6es des hybridations d'ARNm (C) avec des ADNc (T) et des hybridations 
r^ciproques d'ARNm (T) avec des ADNc (C). 

Ces het^roduplex ARNm/ADNc sont ensuite purifi^ selon les protoooles de la 

15 technique DATAS. 

Les sequences d'ARN non appariSes avec un ADN compl6mentaire sont 
lit)6rees de ces hetSroduplex sous Taction de la RNase H, cette enzyme 
degradant les sequences d'ARN appari^es. Ces sequences rK>n appariSes 
representent les differences qualitatives qui existent entre des ARN par ailleurs 

20 homologues entre eux. Ces differences qualitatives peuvent Stre localisees 
n'importe oD sur la sequence des ARN, aussi bien en 5', 3' ou d I'interieur de la 
sequence et notamment dans la sequence codante. Selon leur localisation, ces 
sequences peuvent etre non seulement des modifications d'epissage mais 
egalement des consequences de translocations ou de deletions. 

25 Les sequences d'ARN representent ies differences qualitatives sont ensuite 
donees selon les techniques connues de I'homme de metier et notamment 
ceiles decrites dans le brevet de ia technique DATAS. 

Ces sequences sont regroupees au sein de banques de cDNA qui constituent 
des banques qualitatives differentielles. Une de ces banques contient les exons 
30 et les introns specifiques de la situation salne ; les autres banques contiennent 
les evenements d'epissage caracteristiques des conditions pathologiques. 
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L'expression diff^rentielle des clones a et6 v^rifi^e par hybridation avec des 
sondes obtenues par reverse-transcription d partir d'ARN messagers extralts 
des diff<§rentes situations ^tudiSes. Les clones hybridant de fagon diff6rentlelle 
ont §t4 retenus pour analyse ultSrIeure. Les sequences identifiSes par DATAS 
s conespondent i des introns et/ou d des exons exprimdes de fagon diffdrentielle 
par dpissage entre les situations pathologiques et la situation saine. Ces 
dvSnements d'6pissage peuvent Stre sp^cifiques d'une etape donn6e du 
d§veloppement de la pathologie ou caractSristlques de I'^tat sain. 

10 La comparaison de ces sequences avec les banques de donnees permet de 
classifier les informations obtenues et de proposer une selection raisonnee des 
sequences selon leur intSrdt diagnostique ou th6rapeutique. 

La r§alisation de DATAS sur des ARN d'animaux controles et transgSniques 
IS Sg^s de 60 jours a permis d'isoler un fragment d'ADNc d6riv6 de I'ARNm de la 
phosphodiesterase 4B. Ce firagment correspond d un fragment d'exon 
sp^cifiquement present dans les animaux controles et done spSciflquement 
delete dans les animaux transgSniques pour SOD1G93A au stade 60 jours. Ce 
fragment recouvre les nucleotides 377 d 486 references d partir du codon stop 
20 de la P0E4B de souris (sequence accessible dans GenBank, n*'AF208023). 
Cette sequence comprend 2912 bases, le fragment delete correspondant aux 
bases 2760 li 2869. Cette region est non codante et est exprimee 
differentiellement entre les animaux contrdles et les animaux transgeniques, du 
fait de I'utilisation alternative d'un exon 3' non codant ou du fait de I'utiiisation de 
25 deux sites de polyadenylation altematifs. 

La realisation de DATAS sur des ARN d'animaux contr6les et transgeniques 
dges de 60 jours a egalement pemiis d'isoler un fragment d'ADNc derive de 
I'ARNm de AKAP1. Ce fragment correspond d un fragment d'exon 
30 specifiquement present dans les animaux contr5les et done specifiquement 
delete dans les animaux transgeniques pour SOD1G93A au stade 60 jours. Ce 
fragment est homologue aux nucleotides 1794 d 2322 de la sequence 
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refSrenc^e dans GenBank sous le n°NM_009648 . Cette r^ion est codante et 
est exprim^e diff^rentietlement entre les animaux contrdles et les animaux 
transgSniques, du fait d'un 6pissage altematif. 

5 La realisation de DATAS sur des ARN d'animaux contrdles et transgSnlques 
dg^s de 60 jours a egalement pemiis d'isoler un fragment d'ADNc derive de 
I'ARNm de GABA(A)RAPL1 . Ce fragment correspond d un fragment d'exon 
sp^cifiquement present dans les animaux contrdles et done specifiquement 
delete dans les animaux transgeniques pour SOD1 G93A au stade 60 jours. Ce 

10 fragment est homologue aux nuci6otides 1055 d 1461 de la sequence 
r§ferencee dans GenBank sous le n°BC024706 . Cette region est deriv^e de la 
r6gion 3' non-codante et est exprimee difFerentiellement entre les animaux 
contrdles et les animaux transg6niques. 

IS Ces Elements permettent d'^lucider et de ddfinir des voies de signalisation 
importantes, et montrent que la signalisation d^pendante du GABA(A)R semble 
alt^rSe dans le cerveau de patients atteints de la maladie d'Alzheimer. En effet. 
I'analyse par criblage diffdrentiel quaiitatif selon ia tectinique DATAS des ARNm 
extraits de cortex prefrontal de patients atteints de la maladie d'Alzheimer d'une 

20 part et d'ARN extraits de ia m§me region de cerveau d'individus contrdles ayant 
le m§me age. a mis en Evidence des alterations d'^pissage de I'ARNm codant 
pour la proteine GABA(A)RAP (GABA(A) Receptor Associated Protein). Cette 
alteration revele la retention de 135 bases d'une sequence intronique au niveau 
de la base 273 de la sequence repertoriee dans GenBank sous le numero 

25 NM_007278.1. Cette retention modifle la pliase ouverte et done la fonctionnalite 
de la proteine GABA(A)rRAP. Cette protelne etant impliquee dans la 
presentation et la desensibilisation du recepteur GABA(A), I'analyse DATAS 
revele une alteration d ce niveau de la regulation des activit§s synaptiques. 
La signalisation GABA represente I'un des plus puissants mecanismes de 

30 regulation negative de I'actlvite synaptique. Lors de la stimulation de ce 
recepteur GABA(A) par le neuromedlateur GABA, ce recepteur qui est un canal 
lonique permet I'entree d'ions chtore qui participent d la repolailsation des 
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neurones. Le r6cepteur GABA(A) pr§sente une structure pentam6rlque fonnSe 
de I'asisoclation de 2 sous-unit6s alpha, deux sous-unlt6s beta et une sous-unlt6 
accessoire, delta, epsllon ou gamma prindpalement. 
Les agonlstes du r§cepteur GABA(A) sont anxlolytlques mais amn6slants. 
5 Les antagonistes du rScepteur GABA(A) sont anxlogdnes, proconvulsants et 
promnSsiants. 

De plus, il est connu que, dans le cerveau de patients attaints de la maladie 
d'Alzheimer, Tune des sous-unit6s du recepteur GABA(A), ia sous-unite betaS, 
est sous-exprim6e. 

10 

La sous-unite epsilon, prSsente dans I'hippocampe et qui est une des premieres 
structures c6r6brales d §tre altdr§e dans le d6veloppement de la maladie 
d'Alidielmer, confdre des proprietes pharmacologiques origlnales au recepteur 
GABA(A). En effet, la liaison, via les sous-unit§s b§ta, aux recepteurs GABA(A) 

15 qui contiennent une sous-unit6 epsilon, d'agents phamiacologiques comme les 
pyrazolopyridines, tela le tracazolate et l'§tazolate, accelere ia desensibilisation 
du recepteur GABA(A) apres interaction avec le neurotransmetteur GABA. Get 
effet est particulierement interessant puisque le vieiliissement est assocle ^ une 
augmentation de la duree n^cessaire a la desensibilisation du i^cepteur 

20 GABA(A). 

Une alteration de la sous-unite epsilon, comme celle d6crite dans la pr^sente 
invention, associee d Tailongement de la periode nScessaire a la 
desensibilisation des recepteurs GABA(A) dans les processus lies d i'dge 
comme ia maladie d'Alzheimer, peut done etre conipensee par le traltement des 
25 patients avec des agents pharmacologiques, comme les pyrazolopyridines. tels 
le traca^late et I'etazolate. Ce dernier compose presente egalement I'avantage 
d'etre un Inhibiteur de PDE4 dont I'inventlon montre I'implicatlon dans les 
phenomdnes d'excitotoxicite. 

30 La posslbillte d'affecter cette voie de signalisation peut conduire d des 
traltements particulierement efficaces des pathologies neurodegeneratives, 
notamment des maladies degeneratives associees d une alteration des 
fbnctions cognltives comme la maladie d'Alzheimer et la demence vasculaire. 
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Exemple 2 : Inhib ition de I'eircitotoxicite 

5 Dans cet exempie, des neurones granulalres du cervelet, des neurones 
cortlcaux ainsi que des cellules de moelle 6plnlere ventrale de rat ont ^td mis en 
culture selon les techniques comme decrit ci-dessous. 

Culture Drim aire des cellules aranulaires de cervelet : 

10 Les rats WIstar ages de sept jours sont decaplt6s et leurs cervelets sont 
dfss6ques. Apres avoir enlev6 les meninges, le tissu est coupe en petits 
morceaux et trypsinis§ pendant 15 minutes d 37°C. Les cellules sont dissoci^es 
par trituration et mises en cultures a une densite 300.000 cellules par cm^ dans 
du milieu basal Eagle supplemente avec 10% du si§rum de veau foetal et 2 mM 

15 glutamine. Le lendemain 10 pM ARA-C, un anti-mitotlque, est ajout§ pour 
emp§cher la proliferation des cellules gliales. Les cellules sont trait^es 9 jours 
apr§s la mise en culture avec le compost inhlblteur §tazolate. avant {'addition 
des toxiques, 50 pM kainate ou 100 \iM N-methyl-D-aspartate en presence de 
10 pM D-serine. Le 8-bronfK>-cAMP est ajoute juste avant les toxiques. Tous les 

20 traitements sont effectu^s au minimum en double et dans au moins deux 
cultures dlff6rentes. Apr&s une Incubation de six heures la toxicity est mesur6e 
par un test M7T. Les risultats, normalises d la moyenne du non-trait6, sont 
statistiquement analyses par le test de Wilcoxon. La valeur significative est 
detennin^ a p inf^rieur ou 6gal a 0.05. 

25 

Cultures primaires des cellules cortinaleR • 

Des embryons de rat Wistar, §g§s de 16 jours, sont preleves et les cortex sont 
dlssequ6s. Apres la trypsination d 37°C pendant 25 minutes, les cellules sont 
dissoci6es par trituration. Les cellules sont ensemenc6es dans du milieu 
30 essentiel minimum, suppl6mente avec 10% de s6rum de cheval et 10% de 
s§rum de veau foetal et 2 mM glutamine, d une denslt6 de 300.000 cellules par 
cm^. Aprfes 4 jours en culture la moltl§ du milieu est chang^e avec du milieu 
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essentiel minimum supplements avec 6% de sSaim de clieval et 2 mM 
glutamine. Le meme jour. 10 \iM de 5-fIuoro-2-deoxyuridine, un anti-mitotique, 
est ajoute. Apr^s sept et onze jours de culture, la moitid du milieu est changSe 
par du milieu condKionne. Le milieu conditionnd est oomposS de MEM 

s contenant 5 % de s§rum de cheval et 2 mM glutamine ; ce milieu est passS sur 
un tapis d'astrocytes corticales pendant une nuit avant son utilisation. A jour 14, 
les cellules sont traitSes avec le compost inhibiteur Stazolate, avant I'additlon 
des toxiques, 50 |jM kalnate ou 20 pM N-methyl-D-aspartate en presence de 10 
pM I>«6r1ne. Tous les traitements sont efFectuSs au minimum en double et dans 

10 au moins deux cultures diffSrentes. Apr§s une Incubation de six heures la 
to)dcit6 est mesurSe par un test MTT. Les resultats, nonmatisSs a la moyenne du 
non-trait6, sont statistiquement analyses par le test de Wilcoxon. La valeur 
significative est dSterminee a p inferieur ou egal d 0.05. 

15 Cultures orimaires de cellules de moelle 6Dini6re ventrale : 

Les cellules sont Isoldes S partir d'embryons de rat WIstar dgds de 14 jours. A 
leur arrive, les rates gestantes sont sacrifices par du dio)^de de carbone. 
Le chapelet d'embryons est pr§leve et mis dans une boTte contenant du PBS. 
La moelle Spinidre de chaque embryon est dissCquCe et la corde ventrale est 

20 s§paree des cordes dorsales. Les cordes ventrales sont ensuite trypsinisSes d 
37*^0 pendant 20 min. L'effet de la trypsine est anp§t6 par I'additlon d'un milieu 
compose de milieu Leibovitz 15, 20% de s6rum de cheval. supplement N2 (IX), 
20% de glucose (3.2mg/ml), 7.5% de bicarbonate (1.8mg/ml) et de L-glutamine 
(2mM). Les cellules sont dissociees par trituration. Les amas tissulaires sont 

25 enlev6s et les cellules dissociees sont ensuite quantifiees par coloration au bleu 
de trypan. Les cellules ensemencSes a une density de 250 000 cellules/cm^ 
dans un milieu compose de milieu neurobasal, de sCrum de cheval (2%), de 
supplement B27 (1X). et de glutamine (2mM). Apr^s 3 jours de culture in vitro, 
un agent anti-mitotique, I'ARA-C (5pM), est ajoute aux cellules afin d'inhiber la 

30 production de cellules gllales. Les cellules sont mises en culture d 37°C dans un 
incubateur humidifie (5% C02) pour 9 jours. AprCs 9 jours de culture, les 
cellules sont traitees avec le compose inhibiteur : i'etazolate, avant I'ajout de 
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25pM de N-methyl-D-aspartate (NMDA) en presence de 10|jM D-s§rine. Tous 
les traitements sont effectu6s au mlninnum en double et dans au moins deux 
cultures diffSrentes. Aprds 3 heures d'incubatlon avec NMOA/D-serine comme 
toxique la toxicity est r§v6l^ par test MTT. 
5 Les r6sultats sont noninalis6s d la moyenne des contrdles non traitds et 
analyst statistiquement par un test de Wiicoxon avec p infSrieure d 0.05. 

Test MTT : 

La toxicity est mesur§e en utilisant le test MTT. AprSs I'incubation avec les 
10 composes, du MTT est ajoute ^ une concentration finale de 0.5 mg/ml par puits. 
Les plaques sont ensuite incub^es pendant 30 minutes ^ 37 "C dans le noir. Le 
milieu est aspire et les cristaux sont remis en suspension dans 500 \il de DMSO 
(dimethylsulfoxyde). L'absorbance d 550 nm est lue et le pourcentage de 
viabilit6 est calculi. 

15 

R6sultats : 

Les rSsultats obtenus sont prSsentes sur les figures 1-5. Ces r6su(tats illustrent 
Teffet protecteur des composes de I'invention sur la survie neuronale. Lors du 
20 co-traitement des neurones par un inhiblteur de I'invention, un effet protecteur 
dose-dSpendant est observ6 dans ies modes d'induction de I'excitotoxIcitS 
(NMDA/Serine et/ou kainate). 

Les figures 1 et 2 pr^sentent des resultats obtenus ^ I'alde de I'etazolate sur les 
25 cellules granulaires du cervelet Les resultats presentes montrent que I'etazolate 
permet d'atteindre sur ces cellules un effet protecteur de 40% dans le cas du 
traitement NMDA/Ser, et de 50% dans le cas de la to}dcit§ induite par le kainate. 

Les figures 3 et 4 pr^entent des r§sultats obtenus S I'aide de I'etazolate sur les 
30 neurones corticaux. Les resultats pr6sent§s montrent que I'etazolate permet 
d'atteindre sur ces cellules un effet protecteur de 47% dans le cas du traitement 
NMDA/Ser, et de 40% dans le cas de la toxicity induite par le kainate. 
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La figure 5 presents les r6sultats obtenus avec r6tazolate sur les cellules de 
moelle Splnlere ventrale. Ces rSsultats montrent que i'^tazoiate permet 
d'atteindre sur ces cellules un effet protecteur de 36% dans le cas du traitement 
s NMDA/Ser. 

La presente Invention documente done non seulement I'implication de la PDE4B 
et des r^cepteurs GABA(A) dans les mScanismes d'excltotoxicit^, mals 
§galement la capacity d'inhibiteurs a preserver la viability neuronale tors de 
10 stress Ii6s ^ I'excitotoxicit^. 

Exemole 3 : Inhibition du stress oxvdatif 

15 Dans cet exemple. des cellules de la Iign6e SH-SY5Y ont 6t6 mises en culture 
selon les techniques connues de Thomme de metier. Ces cellules, d§riv^es 
d'un neuroblaste humaln. possedent les propri6t^s qui caract§risent un 
pr^curseur neuronal d un stade precoce du developpement 
Le toxique employ^ est la 6-hydroxydopamine (6-OHDA) qui Induit un stress 

20 oxydatif. La toxicite est mesurSe par un test MTT. 

La figure 6 presente les r6sultats obtenus avec i'^tazolate sur les cellules SH- 
SY5Y. Ces resultats montrent que I'^tazolate pemnet d'atteindre sur ces cellules 
un effet protecteur de 40% dans le cas du traitement 6-OHDA. 

25 

L'6tazolate est done un protecteur potentiel. in vitro, de la mort cellulaire induite 
par les ROS. 

Le potentiel neuroprotecteur d'^tazolate est done renforc§ par les resultats 
obtenus dans I'exemple 2 et 3. 



30 
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Exemole 4 : Etude de I'ischemie chez le rat 

L'effet protecteur in vivo de I'etazolate a 6te 6valu6 dans un module d'infarctus 
c6r6bral chez le rat. Au cours de cette dtude. un infarctus c^rSbral a etd 
5 provoqu^ par une occlusion intracavitaire de la carotide interne et des artdres 
moyennes du cerveau. Un groupe de huit rats a et§ traits avec I'etazolate 
(10mg/kg, p.o.) avant et plusieurs fois apr§s I'ocduslon. Un groupe de huit rats a 
et6 trait§ avec le compost de r§f6rence, L-NAME (1mg/kg, i.p.) avant et 
plusieurs fois aprds I'occlusion. Un groupe de huit rats n'a 6t6 trait§ qu'avec le 
10 vehicule. Les effets ont ete evalues par des observations cliniques, des tests 
fonctionnels neurologiques et par la determination de la taille de I'infarctus d la 
fin de I'Stude. 

Les r^sultats obtenus montrent que I'etazolate Induit une reduction en moyenne 
IS de 28% de la taille de I'infarctus par rapport au contr5le (voir exemple en figure 
7). D'autre part, une amelioration de I'hypoactivite a ete observee dans le 
groupe traite d I'etazolate par rapport au groupe contrdle (31% pour le groupe 
etazolate versus 42% pour le groupe contrSle). De plus revaluation 
neurologique des animaux demontre une amelioration dans le groupe traite par 
20 rapport au groupe contrSle. 

Exemole 5 : Test du labvrlnthe aauatlaue f piscine de Morris^ 

25 Ce test est utilise pour evaluer les capacites S memoriser et a gerer de 
I'information spatiale chez le rat dans une situation aversive. La tSche consiste 
pour I'animai a iocaliser d I'aide des indices distaux une plate-fomie « refuge », 
invisible par immersion dans un bassin rempli d'eau opacifiee. Le disposltif 
pemnet d'evaluer la memoirs de reference de I'animai (la plate-forme reste d la 

30 mSme place d cheque jour du test). Ce test pemnet d'appr^ier des 
performances mnesiques dependantes des fonctlons de I'hippocampe des 
animaux testes. Notamment, ce test permet de discrimlner les performances de 
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rats adultes (10 mols) et celles de rats Sg6s (30 mois). L'hippocampe est une 
structure c^r^brale dont les fonctions sont alt^r6es pr§cocement dans la 
maladie d'Alzheimer. Le test de piscine de Morris est done particulidrement 
reconnu par I'homme de metier comme permettant d'appr§cier ies propriStes 

s pharmacoiogiques de composes destines d traiter ia maiadie d'Alzheimer ainsi 
que les autres pathologies associSes d un deficit cognitif. 
Des rats ag§s trait6s par r6tazolate (3mg/kg et 10mg/l<g) administr6 par vole 
orale ainsi que des rats traitds par le vShlcule ont 6t§ utilises pour cette §tude. 
Les performances de ces animaux dans le test de la piscine de Morris ont ^t6 

10 comparees a celles d'un groups controle de rats adultes, 

Le traitement par 3mg/kg d'^tazolate am6liore i^gSrement les perfonnances des 
rats ag6s. Le traitement par 10mg/lcg d'^tazoiate rapproche de fagon importante 
les perfonnances des animaux ag^s de celles des animaux adultes. 
Ce r§sultat indique que I'^tazolate am^liore ies propri^t^s mn^iques et 

IS cognitives dSpendantes de Thippocampe, pemriettant de r§duire les deficits de 
perfonnance Ii6s d I'dge. Ce rSsuKat qualifie I'^tazolate pour le traitement des 
troubles cognitifs \\6s d i'dge comme la maladie d'Alzheimer notamment 

Exemole 6 : UtiHsation Cliniaue chez THomme 

20 

Get exemple d6crit les conditions d'utilisation chez I'homme de I'etazolate pour 
le traitement de maladies neurodegeneratives. Get exemple iliustre le potentiel 
th§rapeutique de I'invention et ses conditions d'utilisation chez i'homme. 

25 Dans cette etude, des doses uniques croissantes d'etazolate (0.5, 1, 2, 5, 10 et 
20 mg) ont et6 administr^es par voie orale sous forme de g^lules dosees a 0.5 
et 5 mg S des groupes diffi6rents et s^quentiels de huit sujets jeunes et sains, 
volontaires, de sexe masculin. Gette etude a 6t^ r§alisee dans un seul centre, 
en double aveugle et deux des huit sujets ont regu un placebo. Les paramStres 

30 SvaluSs ont §t§ ia tolerance clinique (apparition d'effets adverses, de signes 
clinlques, changement dans la pression artdrielle ou la frequence cardiaque), 
Slectrocardiographique (enregistrement de I'EGG) et biologique (hSmatologie et 
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biochimie sanguine, examen urinaire) pendant les 24h sulvant I'administration 
du produit. Un dosage plasmatique du produit a 6te r6alis6 chez chaque sujet d 
dlff6rents temps avant et apr§s I'administratton du produft (0,25 - 0,50 - 1,00 - 
1,50 - 2,00 - 3,00 - 4,00 - 5,00 - 6,00 - 8,00 - 10,00 - 12,00 et 24.00 heures). 
5 Un dosage urinaire du produit a ^gaiement et§ realise a partir des urines 
coilectSes avant et apr^s i'administratton du produit (4. 4-8, 8-12 et 12-24 
heures). 

A I'issue de cette pliase d'administration de doses croissantes, un groupe 
10 supplementaire de six sujets regoit a deux reprises une dose d'^tazolate : a jeun 
et au cours d'un repas riciie en graisse. L'objectif de cette seconde partie est de 
comparer i'evolution des taux sanguins du produit entre les deux conditions 
d'administration. Les param§tres 6valu6s sent la tolerance dinique (apparition 
d'effets adverses, de signes dlniques, changement dans la pression artdrielle 
IS ou la frequence cardiaque), Slectrocardiographique (enregistrement de I'ECG) et 
biologique (h^matoiogie et biochimie sanguine, examen urinaire) pendant les 
24h suivant I'administration du produit. Un dosage plasmatique du produit est 
realise chez chaque sujet d differents temps avant et apres I'administration du 
produit (0,25 - 0,50 - 1 .00 - 1.50 - 2,00 - 3,00 - 4.00 - 5.00 - 6,00 - 8,00 - 
20 10.00 - 12,00 et 24.00 heures). Un dosage urinaire du produit est egalement 
r§alis6 a partir des urines coliectees avant et apres I'administration du produit 
(4. 4-8. 8-12 et 12-24 heures). 

Une g^iule gastro-resistante est egalement developpee pour ce produit de fagon 
S pouvoir I'utiliser dans les etudes diniques chez i'homme. 

25 

Les r6sultats obtenus au cours de la premiere phase d'6tude de doses 
croissantes ont montr§ que I'^tazolate Stait bien toiSrS et n'a pas entraTn^ 
d'effets secondaires. De plus, les dosages plasmatiques ont confimnd chez 
I'homme la bonne absorption du produit aux doses fortes. 

30 
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REVENDICATIQNS 

1. Utilisation d'un compost de la familie des pyrazolopyridlnes pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destin§e au traitement des 
deficits cognitife chez des patients atteints de maladie neurodSgSndratlve. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le compost est 
l'6tazoiate ou le tracazoiate, de preference I'etazolate. 

3. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le compose est 
choisi parmi les composes suivants : 

Ester 6thylique de I'acide 4-butylamino-1-etliyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
6]pyridine-5-carboxyiique (tracazoiate). 

Ester 6thylique de I'acide 4-butylamlno-1-ethyl-1H-pyrazolo[3,4-/)3pyrldlne-5- 
carboxylique 

1 -(4-amlno-pyrazolo[3,4-i)]pyridin-1 -yl)-p-D-1 -deoxy-ribofuranose 

Ester ethylique de I'acide 1-ethyl-4-(N'-isopropylidene-hydrazino)-1H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique (SQ 20009), 

4- amino-6-methyl-1 -n-penty!-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridlne 

Ester etiiylique de I'acide 4-Amino-1-ethyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine- 

5- cari^oxylique (desbufyl tracacolate). 

4- amino-1 -pentyi-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxamide. 

Ester 6tliyiique de I'acide 1-ethyl-6-methyl-4-methylamino-1H-pyrazolo[3.4- 
&]pyrldine-5-carboxylique. 

Ester 6thyllque de I'acide 4-amlno-6-methyI-1-propyl-1 W-pyrazolo[3,4-6]pyridine- 

5- carboxylique. 

Ester 6thyllque de I'acide 1-etliyl-4-ethylamino-6-methyi-1H-pyrazolo[3,4- 
/)]pyridlne-5-carboxylique, 

Ester ethylique de I'acide 4-amlno-1-butyi-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridine- 
5-carboxylique. 

5-(4-amino-pyrazolo[3,4-/)]pyrldin-1-yl)-2-hydroxymethyl-tetrahydro-furan-3-ol, 
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ester allyllque de I'acide 1-allyl-4-amino-6-methyHH-pyra2Dlo[3,4-b]pyrjdlne-5- 
carboxyiique, 

aclde 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-/>]pyridine-5-carboxylique. 

ester §thyllque de I'acide 4-amino-1-ethyl-3,6-dimethyi-1H-pyrazoto[3.4- 
6]pyridine-5-carboxylique, 

ester ^thylique de I'acide 4-dimethylamino-1-ethyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
/)]pyridine-5-carboxylique, 

ester 6thylique de I'acide 1-ethyl-6-methyl-4-propylamino-1H-pyrazolo[3,4- 
d]pyridine-5-cart)0}^ique. 

ester ^thylique de I'acide 4-amlno-1-pentyi-1H-pyrazolo[3,4-/>]pyridine-5- 
carboxylique, 

ester ethylique de i'acide 4-amino-6-methyl-1 -pent-4-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

4-amino-1 -but-3-enyl-1 H-pyrazolo[3,4-^)]pyridine-5-allylamide, 

4-amirK>-1 -pentyi-1 H-pyrazolo[3,4-£>]pyridine-5-isopropyiamide, 

4-amino-1 -pentyI-N-n-propyl-1 H-pyrazolo-[3,4-b]pyridine-5-cari30xamide. 

ester allyllque de I'acide 4-amino-1-but^-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-/>]pyridine-5- 
carboxylique, 

ester ethylique de i'acide 4-amlno-6-methyl-1-pent-3-ynyl-1/+-pyrazolo[3,4- 
/>]pyridine-5-carboxylique, 

4- amino-1 -pentyi-1 H-pyra20lo[3,4-^)]pyrldine-5-prop-2-ynyiamide 

ester aliylique de i'acide 4-amino-1-(3-methyl-butyl)-1H-pyFazolo[3,4-b]pyridine- 

5- carboxylique, 

4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazoio[3,4-b]pyridine-5-N-(2-propenyl)carboxamide, 

ester aliylique de I'acide 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3.4-b]pyridlne-5- 
carboxylique, 

4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazoio[3,4-/>]pyridine-5-butylamide, 

ester aliylique de I'acide 4-amino-1-but-3-ynyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxyiique, 
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ester allyllque de I'acide 4-amlno-1-but-3-enyl-6-methyl-1H-pyrazDlo[3,4- 
6]pyridine-5-carboxylique, 

4- amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridlne-5-allylamlde, 

ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyra2olo[3.4-b]pyrldine- 

5- carboxyllque, 

ester allylique de I'acide 4-amlno-6-methyl-1-(3-methyl-butyl)-1H-pyrazolo[3.4- 
6]pyridine-5-carboxylique, 

ester isobutylique de I'acide 4-amino-6-niethyl-1 -pentyl-1 H-pyra2olo[3,4- 
6]pyridine-5-carboxylique, 

4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 /Y-pyrazoIo[3,4-b]pyridine-6-butylamlde, 

ester allylique de i'acide 4-amino-6-methyl-1-(3-methyl-but-2-enyl)-1H- 
pyra2olo[3,4-£)]pyridine-&-carboxylique. 

4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3.4-/)]pyridine-5-cyclopropylamide. 

ethyl 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-blpyrldlne-5-hydroxamate, 

ester prop-2-ynyllque de Tacide 4-amlno-6-methyl-1 -pentyl-1 /Y-pyrazolo[3,4- 
<)]pyrldine-5-carboxylique. 

ester allylique de I'acide 4-amlno-6-methyl-1-pent-4-ynyl-1H-pyrazolo[3,4- 
d]pyridine-5-cartx>xylique, 

ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-4-enyl-1H-pyrazolo[3,4- 
6]pyridine-5-carboxylique, 

4-amino-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4-i)lpyrldlne-5-propylamlde. 

4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-cyclopropylmethyl-amlde. 

ester 2-m6thyl-allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pentyHH-pyrazolo[3,4- 
/>]pyridine-5-carboxylique. 

4-Amino-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo(3,4-b]pyridine-5-allylamide (IC1 1 90,622). 
4-amlno-1 -pent-4-ynyl-N-2-propenyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxamlde, 
4-amino-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-prop-2-ynylamide, 
4-amino-1 -pentyl-1 f/-pyFazolo[3.4-iC>]pyrldine-5-but-2-ynylamide. 
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ester allylique de I'acide 4-amlno-6-methyl-1-pent-3-ynyl-1H-pyrazolo[3,4- 
i)]pyridine-5-carboxylique, 

ester allylique de I'acide 4-amino-1-(2-cyclopropyI-ethyl)-6-methyl-1H- 
pyrazolo[3.4-d]pyridine-5-carboxylique, 

ester allylique de I'acide 4-amlno-1-hex-5-ynyl-6-methyHA+-pyrazolo[3,4- 
6]pyridine-5-carboxylique. 

4-amino-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyFazolo[3,4-ib]pyridlne-5-cyclopropylmethyl-amide, 

ester but-3-§nyrique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pentyl-1/y-pyrazolo[3,4- 
&]pyridine-5-carboxylique, 

ester cyclopropylm^thylique de I'acide 4-amino-6-m§thyl-1-pentyl-1H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

4- butylamino-1 -pentyl-1 /V-pyrazolo[3.4-&]pyridine-5-ally!amide, 

ester 2-cycloprDpyl-6thylique de I'acide 4-amfno-6-in6thyf-1 -pentyl-1 H- 
pyrazolo[3.4-d]pyridine-5-carboxylique, 

ester cyclopropylm6thylique de I'acide 4-amino-6-methyM-pent-3-ynyl-1H- 
pyrazolo[3,4-i>]pyridine-5-carboxyllque, 

ester cyclopropylmethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-4-ynyl-1H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 4-amlno-1-benzyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridlne- 

5- carboxylique. 

4-amlno-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-benzylamide, 

4-amlno-1 -pentyl-1 H-pyrazo!o[3,4-6]pyridine-5-phenylamide, 

ester benzylique de I'acide 4-amino-6-m§thyl-1-pentyi-1H-pyrazolo[3,4- 
blpyridine-S-carboxylique, 

4-Azido-1-p-D-ribofuranosylpyrazolo[3,4-b]pyridine, 

1 -pent-3-ynyl-N-2-propenyl-4-propionamido-1 H-pyraz6lo[3,4-b]pyridlne-5- 
carboxamide, 

2-(4-amino-pyrazolo[3,4-6]pyridin-1-yl)-5-hydroxymethyl-tetrahydro-furan-3.4- 
diol. 

2-(6-methyl-1H-pyrazoloI3.4-/)]pyridin-4-ylamlno)-§thanol. 
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3- <6-methyl-1 H-pyrazoIo[3,4-/)]pyridln-4-ylamino)-propan-1 -ol, 

ester propylique de I'acide 3-(6-methyl-1H-pyrazolo[3.4-6]pyi1din-4-ylamino)- 
ac^tique, 

5 

ester ethylique de I'acide 2-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-ft]pyridln-4-ylamlno)- 
propionique, 

ester ethylique de I'acide 2-(6-metliyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridin-4-ylamino)- 
10 pentanoique, 

ester ethylique de I'acide 2-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridln-4-ylamino)- 
benzoique, 

15 ester propylique de I'acide 3-(6-methyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-ylamino)- 
pentanoique, 

A«)enzyiidene-/sr-(3-methyl-1 -ph6nyl-1 H-pyrazoIo[3,4-/)]pyridin-4-yl)-hydrazlne, 

20 A/-furan-2-ylmethylene-Af-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridin-4-yi)- 
hydrazine, 

W-(4-fluoro-benzylidene)W-(3-m6thyl-1-ph6nyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridin-4-yl)- 
hydrazine, 

25 

/V-(3-furan-2-yI-allylidene)-Ar-<3-methyi-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-/>]pyridin-4-yl)- 
liydrazine, 

/V-(4-methoxy-benz^idene)-Ar-(3-m6thyl-1 -ph§nyl-1 H-pyrazolo[3,4-/)]pyridln-4- 
30 yi>-hydrazine, 

4- [(3-methyl-1 -phenyl-1 «-pyrazolo[3,4-i)]pyridin-4-yl)-hydrazonomethyl]- 
benzonitrile, 

35 A/-benzo[1 ,3]dioxol-5-ylmethylene-Ar-(3-m6thyl-1 -ph6nyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridin-4-yl)-hydrazine, 

/V-(3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazoIo[3,4-6]pyridin-4-yl)-Ar-(4-nltro-benzylldene)- 
hydrazine, 

40 

A/-(3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridln-4-yl)-Ar-(2-nitro-benzylidene)- 
hydrazine, 

A/-(3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridln-4-yl)-Ar-(4-trifluoromethyl- 
45 benzylidene)-hydrazine, 

A/-{3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-yl)-A/'-(5-nitro-furan-2- 
ylnnethylene)-hydrazine. 
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W-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-/)]pyridln-4-yl)-Af-(2-trifluoromethyl- 
benzylidene)-hydrazine. 

A/-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridln-4-yl)-A/'-(6-nitro- 
benzo[1 ,3]dloxol-5-ylmethylene)-hyd razine, 

Acide 4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1-ethyl-1 H-pyrazolo[3,4-fe]pyridine-5- 
carboxylique, 

4-(3-chloro-4-methoxy-ben^amlno)-1 -6thyl-1 H-pyra2!olo[3,4-ft]pyridlne-5- 
(pyr1din-4-ylmethyl)-amide, 

4-(3-chloiD-4-methoxy-benzylamino)-1 -6thyl-1 H-pyra20lo[3.4-d]pyridlne-5- 
(tetrahydiio-furan-2-ylmethyl)-amide, 

4-(3-diloro-4-methoxy-ben2yIamino)-1 -6thyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-(5- 
hydroxy-pentyl)-amide, 

4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1 -6thyl-1 H-pyrazolo[3,4-/)lpyridine-5-[3-(2- 
oxo-pyrrolidin-1 -yl)-propyl]-annide, 

ester 6thylique de I'acide 4-fert-butyIamino-1-(2-chloro-2-ph6nyl-ethyl)-1H- 
pyrazoIo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

ester §thylique de I'acide 1-(2-chloro-2-ph6nyl-ethyl)-4-cyclopropylamino-1H- 
pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-carboxyljque, 

ester §thyllque de I'acide 1-(2-chloro-2-ph6nyl-6thyl)-4-propylamino-1 W- 
pyrazolo[3,4-d]pyridine-5-cart30xylique, 

ester §thyllque de I'acide 1-(2-chloro-2-ph6nyl-6thyl)-4-ph6nylamino-1H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridlne-5-carboxyllque, 

ester Sth^lque de racide 4-butylamino-1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-1H- 
pyrazolo[3,4-d]pyridine-5-carboxylique, 

ester 6thylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-6thyl)-4-(2-ethoxy-6thylannino)- 
1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 4-benzylamino-1 -(2-chl6ro-2-ph6nyl-6thyl)-1 H- 
pyrazolo[3,4-/>]pyridlne-5-carboxylique, et 

ester ethylique de i'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-6thyI)-4-phen6thylamino-1H- 
pyrazolo[3,4-d]pyridine-5-carboxylique. 
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4. Utilisation selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, pour le 
traitement de deficit cognitif chez un patient atteint de la maladie d'Alzheimer. de 
la d6mence vasculaire, de la maladie de Parkinson ou de la choree de 
Huntington. 

5. Utilisation de I'etazolate pour la pr6paration d'une composition 
phannaceutlque destin§e au traitement des deficits cognitlfe chez des patients 
attaints de maladie neurodegen§rative, en particuller de la maladie d'Alzheimer 
et ia d^mence vasculaire. 

6. Utilisation selon I'une quelconque des revendications precedentes, 
caracteris6e en ce que la composition est administree par voir orale ou 
syst^mique. 
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